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RESUMO: Ampligo® é um inseticida formulado pela combinagdo de Lambda-cialotrina
(piretroide) e clorantraniliprole (antranilamidas). Embora seja autorizada a utilizagédo
no campo, a combinagao de ingredientes ativos em um unico produto formulado ndo
passa pelos ensaios ecotoxicologicos pelos 6rgaos competentes. Neste sentido,
avaliar os efeitos de inseticidas formulados a base de mais de um ingrediente ativo é
de suma importancia no intuito de prevenir doengas associadas a instabilidade
genética. O presente trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito mutagénico do
inseticida comercial ampligo, por meio do Teste do Micronucleo em Tradescantia
pallida (Trad-MN). Apds aclimatizagdo (24h) em solugdo de Hoagland, T. pallida
foram submetidas ao tratamento por 24 h as concentragdes de 2,66; 1,33; 0,665;
0,332 e 0,166 mL/L de Ampligo®. Em seguida as hastes de T. pallida foram
submetidas a solugcdo de Hoagland para recuperacédo. As inflorescéncias jovens das
hastes foram colhidas e fixadas em solu¢do Carnoy e, apdés 24 horas, foram
conservadas em etanol 70% até o momento das analises. As anteras obtidas dos
botbes coletados foram maceradas sobre laminas para microscopia, coradas com
corante carmim acético e em seguida cobertas com laminulas e analisadas em
microscopia 6ptica. Nas concentragdes de 2,66 e 1,33 mL/L foi observado diferenga
estatisticamente significativa (Tukey, p<0,05) quando comparado ao controle
negativo. Nas condigbes experimentais testadas, nas concentragbes de 2,66 e 1,33
mL/L, Ampligo® incrementou aumento na frequéncia de MN em T. pallida,
apresentando por tanto, atividade mutagénica. Mais estudos dever ser conduzidos,
objetivando mais dados pautados na genética toxicologica sobre os efeitos do
produto formulado no DNA de espécies nao alvas de combate.
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ABSTRACT: Ampligo® is an insecticide formulated by combining Lambda-
cyhalothrin (pyrethroid) and chlorantraniliprole (antranilamides). Although it is
authorized for use in the field, the combination of active ingredients in a single
formulated product does not undergo ecotoxicological testing by the competent
agencies. In this sense, evaluating the effects of insecticides formulated based on
more than one active ingredient is of utmost importance in order to prevent diseases
associated with genetic instability. The present study aimed to evaluate the
mutagenic effect of the commercial insecticide Ampligo, through the Micronucleus
Test in Tradescantia pallida (Trad-MN). After acclimatization (24h) in Hoagland's
solution, T. pallida were subjected to treatment for 24 h with concentrations of 2.66;
1.33; 0.665; 0.332 and 0.166 mL/L of Ampligo®. Then, the T. pallida stems were
subjected to Hoagland's solution for recovery. The young inflorescences of the stems
were collected and fixed in Carnoy's solution and, after 24 hours, were preserved in
70% ethanol until the time of analysis. The stems of T. pallida were then subjected
to Hoagland's solution for recovery. The young inflorescences of the stems were
collected and fixed in Carnoy's solution and, after 24 hours, were preserved in 70%
ethanol until the time of analysis. The anthers obtained from the collected buds were
macerated on microscope slides, stained with acetic carmine dye and then covered
with coverslips and analyzed under optical microscopy. At concentrations of 2.66 and
1.33 mL/L, a statistically significant difference was observed (Tukey, p<0.05) when
compared to the negative control. Under the experimental conditions tested, at
concentrations of 2.66 and 1.33 mL/L, Ampligo® increased the frequency of MN in T.
pallida, therefore showing mutagenic activity. Further studies should be conducted,
aiming at more data based on toxicological genetics on the effects of the formulated
product on the DNA of non-target combat species.

Keywords: Pesticide; Genotoxicity; DNA damage.

1. INTRODUGAO

Pesticidas sdo moléculas quimicas que objetivam controlar pragas. No
primeiro momento, os inseticidas foram desenvolvidos como armas quimicas,
usadas durante a segunda Guerra Mundial, sendo atualmente usados no sistema
agricola objetivando o controle de insetos pragas, reduzindo a perda total da
producédo, garantindo assim, a demanda de alimento global (ECOBICHON, 2000).

Mesmo apresentando eficiéncia no sistema agricola, os efeitos nocivos
proporcionados por inseticidas classicos (organofosforados, organoclorados,
piretréides e carbamatos), tém levantado questionamento em relagdo a utilizagao
destes produtos no campo, visto que o principio ativo, bem como os seus
metabdlicos podem contaminar o meio ambiente e o ser humano, neste ultimo caso,
principalmente pela alimentagéo ((HOUK, 1992; MORAIS et al., 2016).
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Além disso, o profissional das ciéncias agrarias precisa lidar com eventuais
casos de resisténcia de pragas, sendo que em muitas das vezes, muitos optam por
aumentar a dose do inseticida no campo. Disfuncdo nas vias bioquimicas e danos
genéticos em organismos n&o alvos de combate ja foram relatadas, como
consequéncia da exposicdo em diferentes concentragdes de pesticidas (CELIK et
al., 2014).

Visando reduzir a quantidade de inseticidas no campo, bem como os casos
de resisténcia, atualmente € comum a comercializacdo de produtos fitossanitarios
formulados a base de 2 ou mais ingredientes ativos em uma unica formulagao.
Ampligo® por exemplo é um inseticida desenvolvido pela Syngenta e possui na sua
formulacdo a combinagcdo de Lambda-cialotrina (piretréide) e clorantraniliprole
(Antranilamidas).

O(R)-a-cyano-3-phenoxybenzyl(1S,3S)-3-[(Z)-2-chloro-3,3,3 trifluoropropenyl]-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate and (S)-acyano-3phenoxybenzyl(1R,3R)-3-
[(£2)-2-chloro-3,3,3 trifluoropropenyl]2,2dimethylcyclopropanecarboxylate, conhecido
como Lambda-cialotrina € um inseticida neurotdxico de classificagéo toxicoldgica I
(ANVISA, 2018) e exerce atividade toxica ao se ligar nos canais de sédio, deixando
os abertos por mais tempo. Devido a este mecanismo de agdo, o neurdnio fica
despolarizado por um tempo maior a partir de um unico estimulo, levando os insetos
expostos a episddios de excitagido, paralisia e finalmente a morte (SODERLUND;
BLOOMQUIST, 1989).

0] 3-bromo-4'-chloro-1-(3-chloro-2-pyridyl)-2'-methyl-6’
(methylcarbamoyl)pyrazole5-carboxanilide, conhecido como clorantraniliprole € um
inseticida neurotoxico de classificagao toxicologica Ill pertencente ao grupo das
Antranilamidas (ANVISA, 2018). A toxicidade seletiva esta associada a disfungéo
neural e dos musculos, visto que o inseticida age ao ativar os receptores de
rianodina, estimulando a liberagao das reservas internas de calcio (Ca2+), o que
afeta a homeostase, levando os insetos a disfungdes neurais e musculares, por
quadros de hiperexcitacdo, paralisia e morte (CORDOVA et al., 2006; LAVTIZAR et
al., 2015).

Os efeitos da exposicdo prolongada aos pesticidas, em baixas doses, na
saude humana sao dificeis de avaliar, uma vez que os sintomas muitas vezes nao
sdo manifestados clinicamente (HERNANDEZ et al., 2005). Informagdes sobre a

toxicidade dos pesticidas nao sao suficientes para prever o risco ocupacional, uma
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vez que algumas formulagbes podem apresentar compostos nocivos em nivel
molecular e serem genotdxicos e mutagénicos (BOLOGNESI, 2003; 2014).

Muitas pesquisadas pautadas na toxicologia e ecotoxicologia, ja relacionaram
pesticidas com doengas associadas a instabilidade genética (cancer) e outras
doencgas crbnicas, tais como malformag¢des congénitas e doengas degenerativas
(BOLOGNESI, 2003; VIDAU et al., 2009; BHALLI et al., 2009; BOLOGNESI;
MORETTO, 2014).

O uso de pesticidas no Brasil segue regulamentagéo e avaliagao toxicoldgica
de trés orgaos (IBAMA, MAPA e ANVISA). Os testes toxicoldgicos sado realizados
apenas com o ingrediente ativo isolado, nao sendo, portanto, incluido nas analises
toxicolégicas os produtos formulados a base de ingredientes ativos em mistura (2 ou
mais ingrediente ativo).

Neste sentido, avaliar os efeitos de inseticidas formulados a base de mais de
um ingrediente ativo € de suma importadncia no intuito de prevenir doencas
associadas a instabilidade genética.

Dentre os diferentes organismos modelos usados no rastreio da
genotoxicidade de diferentes xenobidticos, destaca-se a Tradescantia pallida, uma
planta pertencente a familia Commelinaceae, de origem mexicana, de aspecto
herbaceo e com caule suculento, com coloragdao roxa (BIASIBETTI; ROSIN;
HOUSSANI, 2014). T. pallida € amplamente utilizado no rastreio da genotoxicidade
de diferentes xenobidticos ambientais (XISTO; MORGAN; FREITAS, 2017,
RODRIGUEZ, 2016), por meio do Teste do Micronucleo (Trad-MN). Este teste é
eficiente no rastreio de danos genéticos aberrantes, como quebra cromossdmica
e/ou nao disjungao mitdtica.

No intuito de contribuir com dados baseados na genética toxicologica, o
presente trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito mutagénico do inseticida

comercial ampligo, por meio do Teste do Micronucleo em Tradescantia pallida.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Agentes quimicos

Ampligo® foi obtido da empresa Syngenta, Sado Paulo, Brasil. Ampligo
apresenta na sua formulagao 50 g/L de Lambda-Cialotrina (CAS 91465-08-6), 100
g/L de clorantraniliprole (CAS 500008-45-7) e 930 g/L de ingredientes inertes.
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A Figura 1 (A) mostra a estrutura quimica do Lambda-Cialotrina e 1(B) do
clorantraniliprole. Formaldeido (CAS 50-00-0) (Figura 1C) foi obtido da Figura 1 (C)

apresenta a estrutura quimica da molécula.
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos. A. Fipronil; B: Formaldeido.

2.2 Material biolégico

Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea foram cultivadas em casa
de vegetagdo na Universidade Federal de Uberlandia — UFU. A temperatura foi de
16°C durante a noite e 26°C durante o dia. A temperatura foi monitorada durante
todo o experimento, ndo podendo apresentar temperatura inferior a 11°C. Na casa
de vegetacao, as T. pallida foram condicionadas a uma umidade relativa do ar entre
60-80%.

O cultivo de plantas foi feito em vasos com capacidade volumétrica de 1L. As
plantas receberam fertilizante 10 dias antes do experimento e foram irrigadas duas
vezes ao dia até o momento da coleta de hastes para os tratamentos.

A taxa de mutacdo espontanea foi avaliada mensamente, ndo podendo estas

apresentar mais que 2 MN por 100 tétrades analisadas.
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2.3 Exposigao de plantas

No experimento, foram utilizadas plantas derivadas de uma unica planta mae
(reproducgédo assexuada). A utilizacdo de plantas clones garantiu a isogenicidade das
amostras, conforme descrito por Ma et al (1994).

Floreiras com no minimo 15 plantas foram utilizadas no bioensaio. Hastes de
15 centimetros, com inflorescéncias jovens foram cortadas e submetidas a solugao
de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1950) por 24 horas para aclimatizagao, seguido
do tratamento por 24 horas.

As hastes foram expostas ao inseticida Ampligo nas concentracbes de 2,66;
1,33; 0,665; 0,332 e 0,166 mL/L de solugcdo. A escolha das concentracdes foi
baseada nas concentracbes recomendadas pelo fabricante (1,33 mL/L), para o
tratamento de cana-de-agucar contra um amplo espetro de pragas. Sendo assim foi
selecionada a concentragcdo recomendada e trés concentragdes abaixo do
recomendado. Adicionalmente foi usado a concentragdo de 2,66 mL/L objetivando
avaliar o uso indiscriminado do pesticida no campo. A exposigao foi feita por 24 h.

Formaldeido 0,2% foi utilizado como controle positivo, conforme descrito por
Campos et al (2015). Como controle negativo foram empregados tratamentos em
agua obtida por sistema de osmose reversa.

Apos o periodo de exposicado, as hastes foram transferidas para béqueres
contendo agua obtida por sistema de osmose reverse, onde permaneceram em

etapa de recuperacao por 24 h.

2.4 Teste do Microntcleo

Apos aclimatizagdo, exposicdo e recuperagdo, as inflorescéncias jovens
foram imediatamente fixadas em solugao Carnoy (3:1 de etanol e acido acético
glacial) por 24 horas e posteriormente conservadas em etanol 70%, onde
permaneceram a uma temperatura de 8 + 2°C, até o momento das analises.

No momento das anadlises, as anteras obtidas dos botées coletados foram
maceradas sobre laminas para microscopia, apos gotejamento com o corante
carmim acético. Apdés a maceragao e limpeza (descarte dos fragmentos das

anteras), as laminas foram cobertas com laminulas e rapidamente aquecidas a 80°C
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por 4s para fixagdo do corante nas tétrades. A frequéncia de micronucleos foi
apresentada como numero de micronucleos por 100 tétrades analisadas.

Para cada concentragdo de Ampligo®, 20 botdes florais com células de grao
de polen em estado de tétrades foram empregados. Para cada concentragado, 5
laminas foram confeccionadas, dentre as quais foram avaliadas 300 tétrades quanto
a presenga de micronucleos em microscopio Optico de luz sob magnificagcdo de 400
vezes, como proposto por Ma e colaboradores (1994). Para cada concentragao

foram analisadas 1500 tétrades.

2.5 Analise estatistica

Analise de Variancia (ANOVA) foi usada para determinar a significancia entre
as concentragdes de Ampligo® avaliadas. Valores de p inferiores a 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. O teste de Tukey foi aplicado para

realizar comparagdes entre as concentragdes do pesticida e os grupos controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado a capacidade mutagénica de diferentes
concentragdes do inseticida Ampligo®. Nas concentragdes de 2,66 e 1,33 mL/L foi
observado diferenga estatisticamente significativa (Tukey, p<0,05) quando
comparado ao controle negativo (Tabela 1). Neste sentido, as maiores
concentracbes avaliadas neste trabalho demonstraram apresentar atividade
mutagénica em T. pallida.

Na literatura, ndo existe dados sobre a atividade mutagénica/genotoxica de
Ampligo®. Este inseticida representa um dos produtos formulados a base de dois
ingredientes ativos mais utilizados no mercado, Lambda-cialotrina e o
clorantraniliprole.

Embora seja escasso 0 numero de artigos pautados na genética toxicoldgica,
sobre o efeito de Ampligo no DNA, um acervo consideravel de trabalhos estédo
disponiveis sobre os ingredientes ativos e seus efeitos de maneira isolada
(CAVUSOGLU et al., 2011; ABDALLAH et al., 2012).
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Tabela 1. Frequéncia de Micronucleos em Tradescantia pallida tratadas com

diferentes concentragdes do inseticida Ampligo®

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagndstico
mL/L analisadas  micronucleos/100 + SD estatistico?

Controle negativo 1500 1,00 £ 0,70
Controle positivo 1500 23,90 £ 2,64 +
Ampligo
0,166 1500 1,80+ 0,44 -
0,332 1500 2,80+0,83 -
0,665 1500 3,00 + 1,58 -
1,33 1500 3,60 + 1,67 +
2,66 1500 5,00 £ 1,87 +

@ Diagnostico estatistico: + Médias com diferenga estatisticamente significativa
quando comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05); -
Médias que nao diferiram do controle negativo.

Ampligo (mL/L); Controle negativo: agua obtida por sistema de osmose reverse;

Controle Positivo: Formaldeido (0,2%).

Vieira e Reis Martinez (2018) avaliaram o efeito do piretréide Lambda-
cialotrina sobre uma variedade de complexos enzimaticos e a integridade do
material genético de Prochilodus lineatus, expostos por 96 h a 5, 50, 250 e 500 ng/L-
1. Foi observado a mudanca da atividade de enzimas em diferentes tecidos
(esterases e acetilconisterase), sobretudo de enzimas com atividade antioxidante.
Além disso, foi verificado peroxidacgao lipidica nas branquias e nos rins dos peixes,
decréscimo de calcio e magnésio e aumento de sdédio e potassio, resultando em
desordem na osmorregualcao do plasma. Além disso, foi observado danos no DNA
em peixes expostos a todas as concentragbes analisadas. Genotoxicidade em
peixes expostos ao Lambda-cialotrina, ja foram apresentados por Cavas e Ergene-
Gozukara, 2003 e Gokalp-Muranli (2011).

Sallem et al (2014) avaliaram o efeito de Endosulfan e Lambda-cialotrina de
maneira isolada e combinada, por meio do Teste Ames em diferentes linhagens de
Salmonella (TA98 e TA100) antes e apods (S9) metabolizacdo. Os resultados

revelaram atividade mutagénica nas maiores doses avaliadas dos inseticidas de
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maneira isolada, principalmente apdés metabolizacdo. Doses ndao mutagénicas de
Endosulfan e Lambda-cialotrina quando combinadas apresentaram efeito
sinergético, passando a causar danos no material genético das diferentes linhagens
de Salmonella.

Aumento do estresse oxidativo em ratos pela formagao excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ERO) ja foram observados em ratos tratados com diferentes
concentragcbes de Lambda-cialotrina, potencializando os efeitos mutagénicos
indiretos (FETOUI et al., 2015; YAHIA e ALI, 2018). Além disso, ja foi apresentado
por diferentes autores, efeitos mutagénicos e genotdxicos proporcionados por
Lambda-cialotrina em culturas de linfécitos humanos em diferentes concentracdes
(NARAVANENI e JAMIL, 2005; MURANLI, 2013).

Pouco mais de 290 artigos estdo disponiveis sobre o clorantraniliprole.
Embora exista um acervo consideravel de dados bioquimicos de clorantraniliprole
em diferentes espécies, ndo existe no momento dados sobre os efeitos do
ingrediente ativo sobre o DNA, demonstrando claramente a necessidade de mais
pesquisas com a molécula. Alguns autores mostram que clorantraniliprole é um forte
indutor de ERO, os quais aumentam o estresse oxidativo (CUIl et al., 2017; LIU et al.,
2018), podendo gerar danos no DNA de espécies nao alvas de combate.

T. pallida tem demonstrado ser um organismo modelo eficiente no rastreio da
genotoxicidade induzida por diferentes xenobio6ticos ambientais (XISTO; MORGAN,;
FREITAS, 2017; RODRIGUEZ, 2016). Os resultados sobre os efeitos mutagénicos
de Ampligo® em T. pallida sao concordantes com os dados referente a
genotoxidade apresentadas por Lambda-cialotrina. Embora ndo tenha sido avaliado
neste trabalho o mecanismo indutor de MN em T. pallida, os dados encontrados de
Lambda-cialotrina e clorantraniliprole indicam que o inseticida Ampligo® causa
alteracdo genética do tipo MN por meio do aumento do estresse oxidativo, via
liberagcdo ERO, conforme apresentado na literatura (FETOUI et al., 2015; CUI et al.,
2017; LIU et al., 2018; YAHIA e ALI, 2018).

4. CONCLUSAO
Nas condi¢cdes experimentais testadas, nas concentracbes de 2,66 e 1,33
mL/L, Ampligo® incrementou aumento na frequéncia de MN em T. pallida,

apresentando por tanto, atividade mutagénica. Mais estudos dever ser conduzidos,
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objetivando mais dados pautados na genética toxicoldgica sobre os efeitos do

produto formulado no DNA de espécies nao alvas de combate.
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